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Abstrakt

Nebalancované piestavby chromosomi nebo-li nevyvazené piestavby jsou zmény
spojené s pritomnosti nadbytecného urc¢itého chromosomového tiseku, nebo se naopak jedna o

jeho absenci.

MLPA (Multiplex ligation-dependent probe amplification) je metoda zalozena na PCR
(Polymerase Chain Reaction) principu, ktera ale na misto cilovych sekvenci amplifikuje
MLPA sondy, které se na tyto cilové sekvence hybridizuji a nasledné je pii ligaci spojuji. Pii

MLPA je pouzit pouze jeden par PCR primert.

V teoretické Casti se zabyvam predstavenim MLPA metody a v kratkosti i dal$ich metod
vyuzivanych v diagnostice 1ékatfské genetiky napt. PCR, FISH (Fluorescence in situ
hybridization), Array CGH (Comparative genomic hybridization). Taky jsem zde uvedla
nemoci, které jsou nebalancovanymi ptestavbami zptsobené a n€které z nich i vice popsala a

to konkrétné mentalni retardaci a mutaci genu BRCA1,2 (Breast cancer)....

Praktickou ¢ast jsem provadéla v Laboratofi molekularni biologie a genetiky
v Nemocnici Ceské Bud&jovice a.s. a to konkrétné pod vedenim pana Mgr. Ondieje
Scheinosta. Zde jsem se zabyvala provedenim metody MLPA u konkrétnich pacientd, kvili
diagnostice BRCA1,2 genu, mikrodele¢nich syndromti (mentalni retardace) nebo
subtelomerickych deleci. VSe jsem dé¢lala pod odbornym dohledem vedouciho této prace a
ostatnich pracovniku laboratofe. VSechny postupy byly provedeny podle standartnich

operacnich postupi.

V dalsi casti této prace se zabyvam interpretaci vysledki a jejich srovnanim s ostatnimi
dostupnymi metodami. A V neposledni fadé se v této ¢asti mé prace zabyvam rozvahou nad

rozdilnymi pfistupy statistické analyzy v rdimci MLPA.

Klicova slova: PCR, FISH, Array CGH, MLPA, BRCAL,2 gen, mikrodele¢ni syndromy,

subtelomericka delece



Abstract

Unbalanced chromosomal structural changes are connected with the presence of

supernumerary particular part of chromosome, or the chromosome is absenting.

MLPA is a method based on PCR principal, which amplifies MLPA probes, not the target
sequences. MLPA probes hybridize to target sequences and then ligate them. Only one pair of

primers is used.

In the theoretical part the MLPA method is presented. Additionally, other diagnostics
method of clinical genetic are mentioned (for example PCR, FISH, Array CGH). Diseases
caused by unbalanced chromosomal structural changes are disscused too. Mental retardation

and BRCA 1, 2 mutation were the main topic.

The experimental part took place in Molecular Biology and Genetics Laboratory in the
hospital in Ceské Budg&jovice. I did my experiments under professional care of Mgr. Ondiej
Scheinost and his colleagues. The aim of using MLPA method was to diagnose BRCA 1, 2
gene, microdeletion syndroms or subtelomeric deletions. All procedures were done according

to standards.

The final part of my thesis is concerned on the results interpretation and their
comparation with other methods. I also thought over different approach of statistical analysis
in MLPA.

Keywords: PCR, FISH, Array CGH, MLPA, BRCA1,2 gene, microdeletion syndrome,

subtelomeric deletion
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Seznam pouzitych zkratek

MLPA Multiplex ligation-dependent  probe
amplification

PCR Polymerase Chain Reaction

FISH Fluorescence in situ hybridization

Array CGH Comparative genomic hybridization

BRCA Breast cancer

DNA Deoxyribonucleic acid

SCF Short-chain fatty acids

DMD Duchenne muscular dystrophy

SMA Spinal Muscular Atrophy

ALL Acute lymphoblastic leukemia

CLL Chronic lymphocytic leukemia

MGMT 0-6-Methylguanine-DNA
Methyltransferace

MLH1 MutL homolog 1

MRNA Messenger RNA

BMD Becker muscular dystrophy

MSH?2 Hematoppoeieitic Src homology 2 domain

APC Adenomatus polyposis coli

NF1 Neurofibromatosis type 1

NF2 Neurofibromatosis type 2

VHL Von Hippel-Lindau tumor suppressor



TSC1/2 Tuberous Slerosis Protein 1/2

MECP2 Methyl CpG binding protein 2

NSD1 Nuclear Receptor Binding SET Domain
Protein 1

LDLR Low Density Lipoprotein receptor

FBN1 Fibrillin-1

CFTR Cystic fibrosis transmembrane condustance
regulator

DPYD Dihydropyrimidine dehydrogenase

COL5A1 Collagen alpha-1(V) chain

CACNALA Calcium Channel

PKHD1 Polycystic kidney and hepatic disease 1

BRIP1 Fanconi anemia group J protein

SLC26A4 Solute  Carrier Family 26 (Anion

Exchanger), Member 4

LMNB1 Lamin B1

PRSS1 Protease serine 1

FRMD7 FERM domain containing 7
TPMT Thiopurine S-methyltransferase
FLCN Birt-Hogg-Dube syndrome
DNAI1 Primary ciliary dyskinesia (PCD)
EP300 Rubistein-Taybi syndrome (RSTS)
UBE3A Angelman syndrome

PCCA Propionic acidemia

PCDH15 Usher syndrome
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1. Uvod

Genetika jako védni obor je neustidle rozvijena a svymi principy je ¢im dal vice
propojovana s ostatnimi klinickymi obory (napf. pediatrii ¢i prenatalni diagnostikou).
Vyznamné se uplatiuje pii preventivnich opatfeni, ktera mohou byt diky v¢asné genetické
diagnostice vyuzita a choroby tak mohou byt identifikovany jesté pted piichodem symptomu.
Lékarska genetika svym neustdlym rozvojem umoziiuje zjistit i geneticky ptivod nemoci a to,
zda je zplsobena abnormalitou v genu ¢i chromosomu, ¢imz nam zlepSuje diagnostické a

1é¢ebné moznosti u pacienta.(l)

M¢ genetika zaujala uz coby studentku na stfedni Skole a to byl také diivod, pro¢ jsem si ji
vybrala jako téma své bakalarské prace. Ma prace se zabyva jednou z mnoha diagnostickych
metod, které se v genetice pouzivaji a to konkrétné¢ metodou MLPA (Multiplex ligation-
dependent probe amplification).* Tuto metodu vyuziji pro diagnostiku nebalancovanych zmén
genomu u pacientii Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s. Konkrétné se chci zaméfit na pacienty

s: (1) mutaci genu BRCA1,2; (2) mikrodele¢nimi syndromy; (3) subtelomerickymi delecemi.

V soucasné dobé¢ se k detekci nebalancovanych aberaci nej¢astéji pouzivaji metoda MLPA

a Array CGH, jejichz porovnani jsem Vv ramci této prace také provedla.

Nebalancované prestavby chromosomi jsou také nékdy nazyvany jako nevyvazené
piestavby a jsou to zmény spojené s ptitomnosti urcitého nadbyte¢ného chromosomového

tseku, miZe se viak jednat i o jeho absenci. ®)

Tato prace se zabyva predstavenim metody MLPA a jejimu pouZiti v klinické genetice.
Metoda bude pouZita na vzorcich, kde se predpoklada nebalancované aberace v germinalnim
genomu. Metoda bude srovndna s ostatnimi metodami detekce nebalancovanych zmén;
Vv ramci pouziti na kontrolnich vzorcich bude ovéfena jeji u€innost dalsimi dostupnymi
metodami napt. Array CGH. Zvlastni zfetel bude bran na rizné metody zpracovani dat pfi

vyhodnocovani elektroforetogramii (kapilarni elektroforéza).

Cilem prace je provedeni metody MLPA a porovnani jejich vysledkil s ostatnimi
metodami napt Array CGH. Cilem prace je i rozvaha nad rozdilnymi pfistupy statistické

analyzy v rdmci MLPA.

! Cesky preklad této metody zni: Mnohonéasobna amplifikace zévisla na ligaci sond.

1



2. Teoreticka Cast
2.1. Metoda MLPA (Multiplex ligation-dependent probe amplification)

Metoda byla vyvinuta firmou MRC-Holland, zalozenou v roce 1985 Dr. Jan Schoutenem.
Vyvoji novych technologii pro analyzu DNA se MRC-Holland vénuje az od roku 1997,
Z nichz nejuspés$néjsi je pravé metoda MLPA. Poprvé byla tato metoda popsana v roce 2002
(Schouten et al.) v ¢asopise Nucliec Acid Researches. Od tohoto okamziku bylo vyvinuto na

vy 7 . r r v (3
stovky MLPA sond pro b&zn4, ale i vzacna onemocnéni.®

Metoda MLPA, nebo-li mnohonasobna amplifikace zavisla na ligaci sond je pouZzivana
v molekuldrni diagnostice genetickych onemocnéni, jejichz patogenita je spojena s deleci ¢i
duplikaci specifického genu nebo jeho ¢asti. Mimoto muze byt tato metoda pouzivana i
k diagnostice genetickych onemocnéni, ktera jsou charakteristickd ptitomnosti abnormalni

metylace DNA.

Princip MLPA metody je zaloZen na amplifikaci az 60 sond, z nichz kazda detekuje
specifickou DNA sekvenci. DNA vzorek musi obsahovat minimaln¢ 20 ng lidské DNA (3000
bun¢k). Jednd se tedy o semikvantitativni metodu vyuzivanou k vysetieni DNA o délce

ptiblizn¢ 60 nukleotidi béhem jedné reakce zalozené na multiplex PCR.®®

MLPA reakce je jedinecnd tim, Ze nejsou amplifikovany cilové sekvence, ale MLPA
sondy, které se na tyto cilové sekvence hybridizuji. Na rozdil od PCR rekce je pfi rekci pouzit

jen jeden par PCR primert. Celd MLPA rekce mliZze byt rozdélena do péti kroka:("®

1) Denaturace DNA a hybridizace MLPA sond. Béhem tohoto
kroku je DNA denaturovana a pfes noc inkubovana s mixem MLPA
sond. MLPA sondy obsahuji dva odliSné oligonukleotidy, pfi¢emz
kazdy obsahuje jeden PCR primer. Obé tyto sondy hybridizuji na

sousedici sekvence.

(2 Ligace, ktera probéhne jen tehdy, pokud pfi predchozi hybridizaci
specifické sondy nasedly na piilehlé cilové sekvence a mohly tak

byt nasledné spojeny do jedné sekvence.



3) PCR reakce, pii které jsou vSechny ligované sondy amplifikovany
pomoci stejného paru primert (jeden z primerl je fluorescencné

znacen).

4) Separace a vizualizace amplifikovanych produkti pomoci

kapilarni elektroforézy.
(5) Analyza dat.
Postupné kroky jsou zobrazeny na Obr. 1.

1. Denaturace a hybridizace

PCR primer X PCR primer Y

Identifikadni sekvence

Hybridizaéni sekvence (leva) Hybridizaéni sekvence (prava)
2. Ligace

‘

3. PCR s univerzdlhimi primery XaY
exponencidini amplifikace pouze ligovanych sond

|'||<

4. Fragmentaéni analyza

i
|
i
i
i

Obr. 1: Principy metody MLPA®4

V pribéhu MLPA reakce jsou amplifikovany a kvantifikovany sondy. Tyto sondy
nasedaji na specifickou DNA sekvenci a jsou tvoieny dvéma oligonukleotidy. Leva Cast této
sondy je kratsi a chemicky syntetizovana, krom¢é toho obsahuje na 5°-konci primer-
specifickou sekvenci (X) a na 3’-konci cilové specifickou sekvenci. Prava cast je delsi,

odvozena z M13 faga a sklada se z: na 5'-konci cilové-specifické a na 3°-konci primer-



specifické sekvence. VloZzené identifikaéni sekvence maji ruzné délky, podle kterych je
mozné odlisit jednotlivé produkty. Grafické znazornéni sondy je zobrazeno na Obr. 2. Po
hybridizaci obou sond ke komplementarni sekvenci cilového mista, jsou obé sondy ligovany
termostabilni ligdzou. Pouze takto kompletni sondy jsou na zaklad¢ jediného spole¢ného paru
primerd X a Y amplifikovany, kdy produkty PCR reakce jsou dlouhé 130-480 bp. Naslednou
kapilarni elektroforézou jsou amplikony rozdéleny. Nakonec jsou relativni velikosti pika

elektroforetogramu porovnany s referenénim vzorkem a tim se ukaZi aberantni poéty kopii. &
34)

Syntetyczny oligonukleotyd M13-pochodny oligonukleotyd
50-60 bp 60-450 bp

Sekwencja primerowa x

Sekwencja primerowa Y
~ Wstawka unikatowa
{réina w kaide| sondzie)

Sekweoncja ulegajaca Sekwencja ulegajaca
hybrydyzacjl hybrydyzac)l

Obr. 2: Grafické znazornéni sondy.(3g)

2.1.1. Analyza dat

K analyze dat pro jejich naslednou intepretaci je mozné vyuzit fadu softwarti, ale ty jsou
v fadé¢ piipadt zpoplatnéné. Software Coffalyser.Net je pro analyzu dat firmou MRC-Holland

doporucovan a je volné piistupny.

Coffalyser.Net kone¢né vysledky pielozi do snadno pochopitelného grafického
vyobrazeni, které umoznuje spolehlivou a inteligentni interpretaci vysledkd. Na Obr. 3 je pro

piedstavu vyobrazeno jedno grafické vyhodnoceni V}’/sledkﬁ.(sz)
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Obr. 3: Graficka interpretace vysledki vygenerovand softwarem Coffalyser.®V

Tento software je kompatibilni se soubory binarnich dat produkovanych vSemi hlavnimi
kapilarnimi elektroforetickymi systémy napt.: ABIF soubory vygenerované piistroji (Applied
Biosystems), SCF (Single configuration file) a RSD soubory vytvofené MegaBace ™
systémem (Amersham) atd. Coffalyser vyvinuty MRC-Holland je schopen importovat data
Zjinych analyza¢nich softwarti jako jsou napi.: Genescan a Genemapper (Applied

Biosystems), atd. A zaroveii je schopen data importovat do v§ech bézné pouzivanych formata.
(1,32)



Béhem analyzy Coffalyser odhaduje reprodukovatelnost kazdého vzorku v daném
experimentu pomoci vypoctu standartni odchylky poméru vSech sond vtomto daném

vzorku.®

Pro vyhodnoceni robustnosti normalizacniho faktoru algoritmus vypocitava rozdil mezi
pomeéry referencnich sond v kazdém vzorku. Normalizaci vyuzivanou referen¢nimi sondami
pii kazdém testu se vytvoii DQ koeficienty a median téchto koeficienti je vyuzit jako

definitivni pomér. ™

2.1.2. Interpretace vysledki

MRC-Holland mé& ve své databazi vice jak 300 SALSA MLPA kith. Interpretace
vysledkti ma jasna pravidla, zahrnujici intra-vzorkovou a inter-vzorkovou normalizaci dat.
Vlastni interpretaci vysledki ovliviiuje mnoho faktor, napf.: kvalita vzorkd,
polymorfismus/mutace v cilové sondé¢, kvalita a parametry kapilarni elektroforézy a rovnéz
metoda uZivand pro analyzu dat. OvSem ne vSechny nalezené delece ¢i duplikace jsou

patogenni, proto je pii interpretaci vysledki nutna znalost testované oblasti, resp. genu.(g)

MRC-Holland doporuéuji béhem experimentu: (1) pouziti alespon tfi referen¢nich
vzorki, které by mély byt ziskany stejnym zpisobem a mély by také mit podobnou
koncentraci jako analyzovany vzorek; (2) zafazeni pozitivnich kontrolnich vzorki, tzn.
vzorkl se znamou deleci, duplikaci ¢i bodovou mutaci; (3) uziti negativnich vzorkti bez DNA.
MLPA kity MRC-Holland obsahuji kontrolnich fragmenty (Q, D,...) k posouzeni prib&hu
experimentu. Napf. vysoky Q-fragment (viz metodika prace), identifikuje pouziti pfili§ nizké

koncentrace DNA.®

Kromé kontrolnich fragmenti tyto kity dale obsahuji referencni sondy, cilené do oblasti
s predpokladanym normdlnim poctem kopii. I u zdravého clovéka je u desitek sekvenci
oc¢ekavatelna neobvykla odchylka v poctu kopii. Jejich délka se mize pohybovat od 100 po
100,000 nukleotidd. Proto se pfi vybéru této referencni sondy snaZzime vyhnout
chromosomalnim sekvencim, které jsou témito zménami v poctu kopii znamé. K tomu ndm
pomaha databaze genomovych variaci: http://project.tcag.ca/variation/. Bohuzel vzhledem

k Spatné dostupnosti dat od nékterych etnickych skupin je tato databaze stale nekompletni.(g)



2.1.3. Vyuziti metody MLPA

MLPA, je vyuzivana pro detekci nebalancovanych zmén genomu a tim padem pomaha
odhalovat fadu dédicnych onemocnéni. Mezi takovato onemocnéni patii napi.. DMD

(Duchenneova muskularni dystrofie) ¢i SMA (spinalni muskularni atrofie).

MRC-Holland nabizi ptes 300 riznych SALSA MLPA kit a na zakladé celosvétového
vyzkumu jsou vyvijeny dalsi. Kity jsou pouzitelné pii detekci mutaci, jak bylo zmifiovano
v ptedchozich kapitolach. Napt. v tabulce ¢. | je uvedeno nékolik téchto kiti pro detekci
malych ptestaveb. Dale MRC-Holland nabizi kity pro: (1) detekci velkych chromosomalnich
piestaveb (Tab. II), (2) detekci zmén poctu kopii subtelomerickych oblasti; (3) detekci zmén
poctu kopii celych chromosomt a to u chromosomu 13, 18, 21, X, Y. Tato reakce 1ze provést
I zplodové vody; (4) pro diagnostiku nadorti napt. zmény poctu kopii u ALL, CLL,
neuroblastomti, melanomu, oligodendrogliomt atd.; (5) methyla¢ni kvantifikacie: Prader-
Willi/Angelman, Beckwith Wiedemann, MGMT, MLHI, fragilni X a inaktivace tumor

supresorovych genti; (6) mRNA analyzy pro geny ucastnicich se apoptozy a zénstu.®

Tab. I: Geny, jejichz mutace je zpisobena malymi pfestavbami.

Typ mutace | Zkratka onemocnéni/genu | Nazev

Malé prestavby | BRCAL, BRCA2 Breast cancer
MSH2 Hematoppoeietic Src homology 2 domain
MLH1 MutL homolog 1
DMD Duchenne muscular dystrophy
APC Adenomatus polyposis coli
SMA Spinal Muscular Atrophy
NF1 Neurofibromatosis type 1
NF2 Neurofibromatosis type 2
VHL Von Hippel-Lindau tumor suppressor
TSC1/2 Tuberous Slerosis Protein 1/2




MECP2 Methyl CpG binding protein 2

NSD1 Nuclear Receptor Binding SET Domain Protein 1
LDLR Low Density Lipoprotein receptor

FBN1 Fibrillin-1

CFTR Cystic fibrosis transmembrane condustance regulator
DPYD Dihydropyrimidine dehydrogenase

COL5AlL Collagen alpha-1(V) chain

CACNALA Calcium Channel

PKHD1 Polycystic kidney and hepatic disease 1

BRIP1 Fanconi anemia group J protein

SLC26A4 Solute Carrier Family 26 (Anion Exchanger), Member 4
LMNB1 Lamin B1

PRSS1 Protease serine 1

FRMD7 FERM domain containing 7

TPMT Thiopurine S-methyltransferase

FLCN Birt-Hogg-Dube syndrome

DNAI1 Primary ciliary dyskinesia (PCD)

EP300 Rubistein-Taybi syndrome (RSTS)

UBE3A Angelman syndrome

PCCA Propionic acidemia

PCDH15 Usher syndrome




Tab.II: Velké chromosomalni prestavby.

Typ mutace Zkratka Nazev
onemocnéni
Velké chromosomalni WS Williams syndrom
prestavby
PWS PraderWilly/Angelman syndrom

....... syndrom DiGeorge

_______ Cri du Chat

........ PelizaeusMerzbacher

CMT1 Charcot-Maria-Tooth disease
HNPP Hereditary Neuropathy with Liability to Pressure
Palsy

MLPA je v prenatalni diagnostice schopna odhalit aneuploidie, bézné mikrodelece,
subtelomerické zmény v poétu kopii, také dokaze identifikovat chromosomy a familiarni
zmény poctu kopii v jednotlivych genech. Vyuziti MLPA techniky v prenatalni diagnostice
podrobné ve svém ¢lanku popisuje Wills et.al (2012), kde se zamétuje na detekci aneuploidie,
béznych mikrodele¢nich syndromd, chromosomalniho mosaicismu, subtelomerickych zmén,

opakujicich se deleci/duplikaci atd. *

V poslednich letech je MLPA Uspé$né pouzivana pro diagnostiku a vyzkum rakoviny.
Referenéni sondy u vyzkumu a diagnostiky rakoviny by mély byt zameéfeny na
chromosomalni oblasti, ve kterych se zména poctu kopii neocekava. A naopak onkogeny a
tumor supresorové geny by nemély byt jako referencni sonda uzivany, protoze je u nich
gliomy jsou zndmy svou vysokou schopnosti se infiltrovat do ptilehlé mozkové tkané€. Tento
typ nadoru patii mezi nejvice zniCujici typ rakoviny se Spatnou prognodzou a terapeutickou
moznosti. A v poslednich letech se ukdzalo, ze MLPA metoda je docela ti¢inna diagnosticka
metoda tohoto druhu rakoviny. Dale je MLPA jako uspé$néd diagnostickd metoda vyuzivana

pro prokazani ALL nebo neuroblastomi.™




MLPA metoda je také Siroce vyuzivana v diagnostice vrozenych onemocnéni. Mezi
takovato onemocnéni patii napi. Duchenne Muscular Dystrophy (DMD), Becker Muscular
Dystrophy (BMD) a dalsi. Co se zrovna téchto dvou na X-chromosom vazanych onemocnéni
tyka, tak s DMD se narodi 1 z 3 500 narozenych chlapcti a s BMD 1 z 18 000 narozenych
chlapct. V 65% u DMD a 85% u BMD jsou tato onemocnéni zplisobena velkymi delecemi
genu DMD, zatimco duplikace je zptsobeno 5-10% ptipadi a bodovymi mutacemi 25-30%
ptipadti. MLPA metoda ndm v tomto pfipad¢ umoziuje analyzovat v§echny exony DMD, coz

je velmi dilezité pro terapii daného pacienta.(4)

2.2. Variace metody MLPA

2.2.1. MS-MLPA — Methyla¢né specificka mnohonasobna amplifikace zavisla na
ligaci sond

MS-MLPA je vyuZivana k profilovani methylace. Jedna se o druh MLPA metody, ale
tentokrat je detekce poctu kopii kombinovéna s uzitim methyla¢né senzitivnich restrik¢nich
enzymul. V soucasné¢ dobé je tento druh MLPA Siroce vyuzivan k detekci epigenetickych
alteraci. Jednim z hlavnich vyuziti je urfeni poruch zpisobenych genovym imprintingem,
mezi které patii Prader Willi/Angelman a Beckwith Wiedemann/RSS syndromy (Russell-
Silver syndrome). Dale je MS-MLPA hojné vyuzivana k analyze nadort, kde jsou konkrétné
zkoumany transkripéné inaktivované tumor supresorové geny, jez mohou vést k progresi
nadoru nebo k odolnosti vii¢i chemoterapeutickym latkam. Diky schopnosti detekovat aberace

methylacnich vzorti miiZe byt vyuzivana i k lepsi typizaci nadoru.#)

Principidlné je tato metoda podobna standardni MLPA s vyjimkou toho, ze MS-MLPA
generuje dva vzorky. Jeden nestépeny vzorek pro detekci poctu kopii a druhy Stépeny vzorek
pro methylacni detekci. Cela reakce MS-MLPA metody mtize byt rozdélena do péti kroki:

(1) DNA denaturace a hybridizace MLPA sond; (2) ligace a digesce; (3) PCR; (4) separace
amplifikovaného produktu pomoci kapilarni elektroforézy; (5) analyza dat.*? Jednotlivé

kroky MS-MLPA reakce jsou vyobrazeny na Obr. 4.
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Obr. 4: Jednotlivé kroky MS-MLPA reakce.**

Sondy pouzivané pro MS-MLPA jsou podobné sondam standardni MLPA, ale oproti nim
jejich cilové sekvence obsahuji restrikéni mista citlivd na restrikéni endonukledzy Hhal. Po
hybridizaci je MS-MLPA reakce rozdélena do dvou zkumavek, v jedné probiha klasicka
MLPA a druhd je inkubovana s pfidanou Hhal endonukledzou. Zatimco hybridizované sondy
jsou ligovany, Hhal enzym rozStépi hybridizované sodny a nemethylované vzorky DNA.
Béhem PCR se budou amplifikovat pouze methylované vzorky DNA, které jsou chranény
proti Hhal restrikénimu enzymu a tyto vzorky také budou pii nasledné elektroforéze

produkovat signal a vytvaret piky.(13)

Problémy, které by mohly ovlivnit vysledky, jsou signalizovany pomoci kontrolnich
fragmentt (92 nt benchmark sonda, Q-fragmenty, D-fragmenty, X&Y fragmenty), které jsou
soucasti MS-MLPA sondy. Q a D-fragmenty jsou stejné jako u obycejné MLPA reakce (viz
prakticka ¢ast). Dalsimi kontrolnimi kroky jsou: (1) pouZiti reakce neobsahujici DNA, u které
jako jediné jsou viditelné Q-fragmenty; (2) odstranéni ptipadného odpafovani b&éhem

reakéniho postupu.(lz)
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K analyze dat je MRC-Holland doporucovan software Coffalyser.net, ktery sami navrhli.
Analyzovana mizou byt pouze data, ktera prosla v protokolu MS-MLPA doporu¢ovanymi
kontrolnimi kroky. MS-MLPA se sklada ze dvou krokt: (1) stanoveni poctu kopii; (2) uréeni

methylaéniho profilu nebo-li kvantifikace procenta methylace v daném vzorku.?

2.2.2. RT-MLPA — Reverse Transcriptase MLPA

Tento typ MLPA je uzivan pro profilaci mRNA. Zmény v expresi genu hraji dilezitou
roli vbunécném vyvoji, diferenciaci a patologickych procesech. V soucasné dobé jsou
k dispozici SALSA RT-MLPA kity pro detekci mRNA raznych apoptickych a zanétlivych
genti. RT-MLPA zacina reverzni transkripci pro ptepis RNA do cDNA, protoze MLPA ligaza
nemuze spojit DNA s oligonukleotidy sondy, pokud je cilova sekvence tvorena RNA. Po této
reverzni transkripci RT-MLPA pokracuje jako standartni MLPA. RT-MLPA sondy, pokud je
to jen trochu mozné, jsou navrhovany tak aby do cilové sekvence byly zahrnuty hranice
exond. Timto krokem se zabraiuje generovani signalu ze sond navdzanych na kontaminujici

DNA, ktera je ve vzorcich RNA casto pﬁtomna.(14’ 8

2.3. Dalsi metody vyuZzivané v genetické diagnostice
2.3.1. PCR

PCR byla do molekularni biologie zavedena v roce 1985 Kary B. Mullisem. Jeji
nespornou vyhodou je schopnost ziskat pozadovanou a specifickou sekvenci genomové DNA
bez jejiho piedeslého klonovani ve vektorech. MLPA metoda je vlastné jednou z mnoha
modifikaci PCR.®®

Princip PCR je zalozen na replikaci nukleovych kyselin, ktera pfedstavuje zakladni
molekularni proces vSech Zivych organismi a jeji podstatou je cyklicky se opakujici
enzymova syntéza novych fetézcl vybranych tsekli dvouretézcové DNA ve sméru 5" — 3’
prostiednictvi DNA-polymerazy. Vybrany usek nukleotidové sekvence je ohranicen
pfipojenim dvou primerti vazajici se na protilehlé fetézce DNA, piicemZ jejich 3’konce
sméfuji proti sob&. Syntéza novych vldken na obou matricovych fetézcich pak probiha po
pfidini DNA-polymerazy a nukleotidii protismémné. K tomuto kroku se pouzivaji
termostabilni polymerazy izolované z termofilnich mikroorganismi, jako je napt. Taqg DNA
polymeraza z Thermus aquaticus. Tyto organismy odolavaji denaturacnim teplotam a tim

umoziuji cyklické opakovani syntézy.(ls)
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Béhem PCR reakce se v zavislosti na teploté stfidaji tii kroky, provadé¢jici odlisné
déje s riznymi naroky na teplotu: (1) denaturace dvouietézcovych molekul DNA a to pfi
94°C; (2) ptipojeni primerd k odd€lenym fetézcim DNA pii 30-65°C; (3) syntéza novych
fetézett DNA prostiednictvim DNA-polymerazy a to pii 65-75°C. %

PCR reakce probiha v termocycleru, ktery nam pozadované teploty méni automaticky
podle nastaveného programu. Opakovanim PCR reakce se naS vybrany Usek exponencialné

mnozi a vytvaii se tak az miliardy jeho kopii. (15)

2.3.2. FISH

Tato metoda umoznuje detekovat pritomnost specifickych sekvenci nukleovych
kyselin v cytologickych preparatech chromosomt, bunék nebo fezech tkani a zaroven
s vysokou piesnosti urcit jejich prostorovou lokalizaci. Je napiiklad pouzivana pro detekci
DNA na polyténnich chromosomech hmyzu nebo metafaznich chromosomech savct a rostlin

a dale také pro detekci specifickych molekul RNA uvnitt bun¢k a tkéni.®®

Piivodni radioaktivni znaceni sond v dnesni dobé¢ vystiidalo fluorescencni a to bud’
fluorescen¢né znacenou protilatkou, nebo jsou sondy znaceny piimo fluorescenéné zna¢enymi
nukleotidy. Vizualizace se provadi pomoci fluorescenéni mikroskopie, pfi¢emz pouzitim
sekvencné specifickych sond rizné€ barevné odliSenych mutzeme v jednom chromosomu

identifikovat polohy n¢kolika genti soucasng.®®

2.3.3. Real time PCR

Real time PCR nebo-li, polymerazova fetézova reakce v realném case. Tento typ PCR
pracuje na stejném principu jako klasickd PCR, ale na rozdil od ni umoznuje kvantifikaci

nami sledovaného useku DNA, pfi¢emz je mnozZstvi produktu PCR méfeno v kazdém cyklu

PCR.

Urc¢eni mnozstvi molekul nukleovych kyselin je dilezité pti detailnim studiu genové
exprese nebo diagnostice nékterych patogent. Kvantifikace amplikonu se provadi pomoci
detekce a kvantifikace fluorescenéniho signalu ve specialnim zatizeni. To kromé cyklického
sttidani teplot umi 1 detekovat fluorescenci a monitorovat postup PCR v redlném cCase bez

nutnosti detekovat produkty PCR elektroforeticky.™
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Specifické molekuly fluorochromt (napi. SYBR Green, Fluoreascein, Rhodamine,

LC640, atd.) se pouzivaji pro oznaceni primert a hybridizacnich sond.®®

2.3.4. Array CGH

Tato metoda je urCena k detekci deleci a duplikaci v testovaném genomu. Je mozno ji
charakterizovat jako CGH vyuzivajici misto metafaznich chromosomii kratké fragmenty DNA
uchycené na sklicko. RozliSeni daného typu mikrocCipu se odviji od velikosti fragmentd, ktera

muze nabyvat hodnot od desitek bazi az po kilobaze, a rozlozeni uchycenych fragmentﬁ.(m

Postup této metody funguje na stejném principu jako klasickd CGH. DNA zkoumaného a
referencniho vzorku je izolovana z bun€k pacienta a zdravého jedince. Nésledné se pomoci
barevné odliSnych fluorochromli oznac¢i. Takto oznadend DNA je v ekvimolarnim poméru
smichédna a hybridizovana na oligonukleotidové fragmenty uchycené na ¢ipu. Po tomto kroku
nastavd odmyti nenavazanych sond a snimani pomoci specidlniho scanneru. Nasledné
specificky navrzeny software automaticky identifikuje kazdy spot na ¢ipu a stanovi pomeér
obou fluorochromii. Dal§im krokem je pak piifazeni kazdého spotu ke konkrétni pozici

V genomu coz nam umozni zviditelnéni zmén na chromosomech.”)

2.4. Studované nemoci

2.4.1. BRCA1l a BRCA2 — geny pro dédi¢nou variantu rakoviny prsu a/nebo

vajecniki

Mutace geni BRCA1 a BRCA2 zptsobuji onemocnéni nazyvané jako syndrom
hereditarniho nadoru prsu a/nebo vajecniku. V piipadé tohoto dédicného onemocnéni se jedna

o autozomalné dominantni onemocnéni s vysokou penetranci.(lg)

Povédomi o existenci geni, které u zen predisponuji rakovinou prsu a ovaria, se zacalo
na svét dostdvat aZ na pocatku 80. let 20. stoleti. Pies vSechny piekazky jako je sloZitost
analyzy rodokmentl, kterd byla diky vékové rozmanitosti komplikovand, dale také netplna
penetrace a také vazba na pohlavi, byl v roce 1990 jeden z téchto geni (BRCAL) lokalizovan
na chromosomu 17, nasledn¢ byla lokalizace zpfesnéna na stied dlouhého ramene
chromosomu 17 a to konkrétné na 17q21-924. Umisténi genu BRCA2 na chromosomu 13 a to

konkrétné na 13q12-q13 bylo urceno v roce 1994 a samotny gen byl lokalizovan v roce 1995
(19, 18)
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Jak gen BRCA1 tak i BRCA2 jsou tumor supresorové geny a tim, ze reguluji bunécné
déleni, stabilitu a integritu genomu, hraji vyznamnou roli v malignim procesu. Predispozice
k malignimu zvratu bunky, zptisobena mutaci v téchto genech je vysvétlovana tim, Ze se oba
tyto geny podileji na lokalni remodelaci chromatinu a regulaci tramskripce.2 To znamena, ze
pokud je na jedné alele dédi¢na zarode¢na mutace a na druhé nahodné dojde ke vzniku
somatické mutace, tak dochazi k hromadéni dal$ich muta¢nich zmén a k nekontrolovatelnému
déleni bunky. A vzhledem k tomu, Ze ke vzniku somatickych mutaci dochazi v prabéhu
naseho zivota zcela bézné, je u lidi, ktefi jsou nosici patogenni mutace v genech BRCA1 a
BRCAZ2, riziko vzniku nadorového onemocnéni po cely zivot vysoké. Kumulativni riziko
vzniku nadoru prsu u BRCA1 je 65-85% pticemz bézné riziko je 6-7%, u druhostranného
nadoru prsu je riziko 40-60% a u nadoru ovaria je 39-63%, zde je vSak bézné riziko pouha
3%. Kromé toho se u tohoto typu mutace zvySuje i riziko dalSich nadord a to: nadoru prsu 3-4
nasobné, nadoru pankreatu 2-3 nasobn¢, nadoru zaludku 2-4 nasobné, nadoru délozniho ¢ipku
3-4 nasobn¢ a nddoru prostaty 2-3 nasobné. Kumulativni riziko u genu BRCA2, Ze vznikne
maligni nador prsu je 45-84%, oboustranny nador prsu je ~ 55%, nador ovaria je 11-27%.
Mimo jiné u tohoto genu je riziko vzniku i (1) nadoru prsu u muzi a to ~ 7%, tato
pravdépodobnost piedstavuje 80nasobek populaéniho rizika; (2) nadoru Zlu¢niku ~ 5nasobek;
(3) nadoru prostaty ~ 2,5nasobek; (4) maligniho melanomu ~ 2,5nasobek. Objevem téchto
mutaci bylo umoznéno vylepseni testi DNA, které mohou u zen tento gen diagnostikovat a

tak jim pomoci s bojem s touto smrtelnou nemoci.®*

Zarode¢né defekty v BRCAL genu jsou nejcastéjsi pii¢inou dédicné predispozice
k rakovin€ prsu. D&di¢na rakovina prsu je charakteristické uréitymi vlastnostmi: mladsi vék
v dobé stanoveni diagnozy, Casté bilaterdrni onemocnéni a Casty vyskyt choroby u muzské

populace dané rodiny.(35)

Mutace gentt BRCA1 a BRCA2 tvoii asi 20 az 25% z dédi¢nych karcinomt prsu, asi 5

az 10% ze vSech rakovin prsu a piiblizné 15% z rakoviny Vajeéniku.(34)

MLPA je metoda, umoznujici kvantitativni analyzu vSech BRCA1 exont v ramci jedné
reakce. Delece a inzerce jednoho nebo vice exoni jsou vyhodnoceny zménou vysky piku,
ktera odpovida sile amplifikace produktu. Screening BRCA1 mutaci u rodin s rakovinou prsu
nebo prsu a ovaria je diky specifickym metodam stale vice komplexni a tim padem 1 vice

uZzitecny pro odhaleni pacientil nesoucich tuto hlavni genomickou deleci.®

2 Transkripce nebo-li prepis sekvence DNA do sekvence RNA.
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Geny BRCA1 a BRCA2 piedstavuji vysokou predispozici pro rakovinu prsu a/nebo
ovaria. Studie zaloZené na analyze téchto gent fikaji, zZe BRCAI je hlavni gen zodpovédny za
dédi¢nou rakovinu prsu nebo ovaria, pokud je v rodinné anamnéze alesponn jeden pacient
S timto typem rakoviny. Nicméné molekularni typizace BRCA1 bodovych mutaci u takovych
to rodin nebyla uspé$na. Pravdépodobné je to zpiisobeno slozitosti spektra mutaci BRCA1
genu. V poslednich letech byly hlaSeny velké genomické delece a duplikace zahrnujici jeden
nebo vice exontt BRCA1 genu. Tyto delece a duplikace jsou zplisobeny ptrestavbou mezi Alu
repeticemi, které jsou Casté zvlaste v BRCA1 lokusu. Navic se ukazalo, ze duplikace v oblasti
5’konci BRCA1 genu a pritomnost BRCA1 pseudogenu piedstavuji dalsi zdroj nelegitimni
rekombinace. Podil genomickych ptestaveb u vSech mutaci BRCA1 genu u rakoviny prsu a
ovaria se zda byt rizné populacné zavisly, a to od 15%, jak je tomu u americké populace po

36% jak je tomu v piipad& holandské populace.®

Montagana et.al (2003) v tomto ptipadé vyuzil MLPA pro odhaleni mutace BRCAI1 a
BRCA2 u severoitalskych rodin. Zjistil, ze mezi 37 vybranymi rodinami s dédi¢nou
rakovinou prsu a ovaria (HBOC) maji vSichni vysokou pravdépodobnost k mutaci genu
BRCAL1 a u 15 z nich bylo jiz dfive prokazano, ze jsou nositeli bud BRCA2 (5 rodin) nebo
BRCAT1 (10 rodin) a to 1 v€etné genomové piestavby. Pomoci MLPA analyzy se u zbylych 22
rodin podafilo identifikovat dalSich 5 genomovych piestaveb. Také zjistily, Ze ztrata
konstitutivni heterozygotnosti polymorfnich markeri ve vazebné nerovnovaze piedpovida
tyto zmény BRCAT1 genu. Na zdklad¢ tohoto pozorovani také zjistili, Ze az jednu tfetinu

mutaci tvoii velké delece genu BRCA1 @

Masarykiliv onkologicky tstav v Brné u rizikovych pacientek provadé¢l analyzu kompletni
kodujici sekvence a mist sestiihu tohoto genu. Z jejich vysledki vypliva, Ze standardnim
screeningem byva zachycena patogenni mutace zhruba u 35 % vysoce rizikovych rodin
S dédicnym vyskytem néadoru prsu a/nebo ovaria. Obtizné klasifikovatelné vzacné varianty
neznamého vyznamu se nachdzeji zhruba u 10 % rodin. U téchto variant nemulzeme
jednoznaéné prokazat nebo vyloucit ptimou souvislost s vyskytem nddorového onemocnéni.
V téchto piipadech se vétsinou jedna o nukleotidové substituce v intronech nebo substituce
v kodujici sekvenci vedouci k zaméné aminokyseliny v polypeptidovém fetézci. Mezi
varianty nezndmého vyznamu také fadime drobné delece/inzerce. Ty bud &teci ramec
nenaruSuji, nebo jsou lokalizovany na C-termindlnim konci proteinu a neni jasny jejich

disledek na funkci proteinu.(zo)
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2.4.2. Mikrodelecni syndromy

aberace. Je zptisoben intersticialnimi mikrodelecemi ¢i duplikacemi rtiznych chromosomii,
vznikajicich zejména ndsledkem nereciprokého crossing-overu pii meiotickém déleni a to
konkrétn¢ v bivalentu pti vyméné rizné dlouhych chromosomovych segment. Na tyto
drobné 1éze l1ze piijit pii vySetieni prometafazickych chromosomd, které byly ziskané pomoci

FISH. 22

Mikrodele¢ni syndromy také oznaCujeme jako syndromy sousedicich nebo-li na sebe
navazujicich gent a vzhledem k tomu, Ze tyto geny mohou mit dosti odlisné funkce, tak se
vytvaii variabilni spektrum symptomut. Mikrodelece vétsiho poctu gent, které lezi
v chybé&jicim segmentu, se uplatiuji pii fenotypovém vyjadieni téchto chromosomovych
zmén. Vzhledem k tomu, Ze tyto geny mohou mit znaéné odlisné funkce, tak se vytvaii

spektrum symptomi v riznych lokalizacich.® ?

Mikrodelece miize naptiklad zpiisobit mentélni retardaci, ale stejny klinicky obraz mtze
v nékterych piipadech byt zptisoben bodovymi mutacemi ptislusnych gent a to, aniz bychom
prokazali deleci jako je tomu napi. v 90% u Rubstein-Taybiho syndromu. Dalsim piikladem
je Prader-Willi/Angelmann syndrom, ktery je zptusoben mechanismem genomového

impritingu v souvislosti s uniparentalni disomi.?

Rachel Sayuri Honjo et.al (2014) provedl studii, kdy bylo genetickym oddélenim
sledovano 55 pacientd trpicich Williams-Beuren Syndrome (WBS). Vsichni tito pacienti byly
krom jinych diagnostickych metod napt. FISH vySetfeny 1 metodou MLPA. Kit pouZity pro
detekci oblasti 7q11.23 odhalil WBS 1 u dvou pacientll s charakteristickymi pfiznaky, ale
s negativnim vysledkem z vySetfeni FISH. Charakteristika téchto 55 pacienti (34 muzi, 21
zen) byla nasledujici: WBS facie 98,2% pacientil, neuropsychomotorické onemocnéni 98,2%
pacientli, hypersocidlni chovani 94,5% pacientli, hyperacusis 94,5% pacientl a vrozené

srde¢ni vady 81,8% pacientﬁ.(23)

Khouzani et.al (2014) pouzil MLPA ve své studii, ve které se zabyval vySetfovanim
mikrodele¢nich syndromi u Irdnskych pacienti. U téchto pacienti bylo prokizano
syndromové mentalni postizeni. ID miZze byt zplsobeno fadou genetickych faktord
(chromosomalni abnormality, zmény v poctu kopii, a defekty jednotlivych genit). Této studie

se zacastnilo 100 osob, které byly klinicky vySetfovany poprvé a fada z nich méla i normalni
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karyotyp. Khouzani et.al (2014) vysetfovali pomoci MLPA kitu duplikace a delece pro 21
odlisnych mikrodele¢nich syndromt. Aberace byli schopni identifikovat u 12 (12%) klinicky
vySetienych pacientl a to nasledujici: 5 Williams syndrom, 3 Miller- Dieker syndrom, 1 Sotos
syndrom, 1 Angelman syndrom, 1 Di-George syndrom a jeden pacient m&l abnormalitu v

chromosomalni oblasti 4p.

2.4.3. Subtelomerické delece

Jsou to aberace v subtelomerické oblasti riznych chromosomu. Nejcastéji jsou nachazeny
na chromosomech 1,2,5,6,8,9,12,16, 18p a 22q. Nejbéznéjsimi piipady téchto aberaci, jsou
delece, ale translokace a duplikace nejsou taky nijak vzacné. U témétf 50% pacientd je tato
piestavba nalezena i u jednoho z rodic¢t, protoze prave tyto delece a duplikace jsou disledkem

balancované translokace.®

2.4.3.1. Mentalni retardace (MR)

Subtelomerické piestavby chromosomu Vv subtelomerickych oblastech jsou zodpovédné
za 5-10% neobjasnénych ptipadi mentalni retardace. MR je heterogenni dysfunkce
centralniho nervového systému vykazujici navenek pozorovatelné znaky, nebo je také
definovana jako neschopnost lidi dostate¢né se vyvinout na kognitivni a adaptivni Grovni.
Z celkové populace postihuje 2-3% lidi. VétSina mentéalné retardovanych ma 1Q mezi 50 az 70

a jen okolo 0,4% ma IQ niz§i nez 50.¢7.2.20)

Mentélni retardaci lze podle hodnoty 1Q rozd¢lit do 4 stupiiti: (1) lehkd (MR): v tomto
ptipadé ma ¢loveék omezenou vzdélavatelnost a je mu doporuceno navstévovat zvlastni skolu.
IQ se vtomto stupni MR pohybuje mezi 50-70.;(2) stfedné tézka MR (imbecilita): 1Q
pohybuje mezi 35-50 a doty¢na osoba ma velmi omezenou vzdélavatelnost a neni schopna

vvvvvv

retardace ma 1Q mezi 25-35.;(4) hlubokd MR: tyto osoby maji IQ mezi 20-25 a nejsou

vr . , v 1r v .y , . . (2
schopny zit mimo kontrolované prostiedi a vyzaduji neustalou asistenci.®

Neetha et.al (2013) se ve své studii zahrnujici 122 déti s MR snazil identifikovat
mikroskopické a submikroskopické chromosomalni pfestavby pomoci konvencni
cytogenetiky a metody MLPA svyuzitim kith od MRC Holland. Automatizovanymi
karyotypovymi systémy nebyly v tomto testu u zadného pacienta nalezeny chromosomalni

abnormality, zato pomoci MLPA techniky jich bylo oznaceno 11 (9%).%°
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3. Prakticka cast
3.1. Priprava vzorku

Pro MLPA reakci pozijeme 50 az 250 ng lidské DNA v objemu 5 pl pro kazdou MLPA
reakci. Idealné by to mélo byt 50-100 ng lidské DNA. Vzorek DNA rozpustime v 10 mM
Trish-HCI (pH 8,2) + 0,1 mM EDTA. Tento pufr zabranuje depurinaci béhem pocéatecni

denaturace provadéné pii 98 °C. ®

Pokud mame pochybnosti o kvalit¢ DNA, tak (1) pouzZijeme 50 ng lidské DNA; (2)

vyuzijeme dvou-zkumavkového PCR protokolu.(S)

Vzhledem k tomu, Zze MLPA je na necistoty citliva daleko vice nez ostatni metody, tak
bychom se méli ujistit, Ze zkoumany vzorek (1) pochazi ze stejné tkané a zaroven byl ziskan
stejnym extrakénim zptisobem jako vzorek referencni; (2) ma s referenénim vzorkem stejnou

koncentraci DNA; (3) byl pfipravovan stejnym zptusobem jako referenéni vzorek.®

Koncentrace EDTA nesmi ve vzorcich ptesahnout 1,5 mM. To je divod pro¢ by

koncentrace DNA neméla byt zvySovana odpafovdnim, protoze to vede k velmi vysoké

koncentraci EDTA.®

Pro MLPA reakci by neméla byt pouzita heparinizovanad krev. Heparin je totiz velmi

obtizné odstranit a tak by mohl narusit MLPA PCR reakci.®

Pro 1zolaci DNA by nemél byt pouzit systémy: Qiagen M6, M48 a M96, protoze obsahuji
vysokou koncentraci soli. A u Qiagen EZ1 pouZijte dodatkovy protokol pro pouziti Third

Wave Invarder testt.®

Pro MLPA reakci neni vhodné pouzivat DNA z celogenomové amplifikacni reakce

(WGA). Jeji amplifikace je totiz zkreslena.®

19



3.2. Vybér referencnich vzorki

Kazda MLPA reakce by méla obsahovat referen¢ni vzorky, jejichz sekvence by mély mit

normalni pocet kopii a jsou ziskané od zdravych jedincti. Tyto vzorky by se mély co nejvice

podobat testovanym vzorkiim a to v: (1) metodé extrakce; (2) typu tkan¢; (3) koncentraci

DNA; (4) ptipravé. Ale pokud se jedna o tkané fixované formalinem a zalité v parafinu, tak

by referen¢ni vzorky mély byt ziskany z alespon podobné upravenych tkéni.®

V MLPA reakci by méla byt pfitomna i kontrola bez DNA. Takovou kontrolu pfipravime
tak, ze 5 ul DNA nahradime pufrem TE.®

3.3. Pracovni postup MLPA reakce ©

(1) Denaturace:

a. Zkumavky s 5 pl nafedéné DNA vlozime do termocykleru na 98 °C po dobu 5

min. Nasleduje ochlazeni vzorku na 25 °C

(2) Hybridizace:

Pro kazdou reakci si ptipravime master mixy, které obsahuji 1,5 ul smési sond

a 1,5 ul MLPA pufru. Vse dikladn¢ pomoci pipety promichame.

. Dal8im krokem po pifidani master mixu je inkubace po dobu 1 min pfi teploté

95 °C a nasledné ochlazeni na 60 °C. Tuto teplotu udrzujeme 16-20 hodin.

(3) Ligace:

20

a. Po 16-20 hodinach (druhy den) pfipravime master mix s ligaizou-65 a to

nasledovné: pro kazdou reakci smichame 25 pl dH0, 3 pl ligdzového pufru
A, 3 pl ligdzového pufru B a 1 pl enzymu ligdzy 65. VSe samoziejmé opét

dikladné pipetou promichame.

Tuto smés (32 pl) pfidame piimo ke vzorkim zchlazenym na 54 °C piimo
v termocycleru a vSe pomoci pipety opatrné promichame. Pokra¢ujeme 15

min v liga¢nim programu pii 54 °C.

Po uplynulych 15 min zvySime teplotu na dobu 5 min na 98 °C. Toto zvySeni

teploty trvajici 5 min délame kvili tepelné inaktivaci ligdzy 65.



d. Nasledn¢ vzorky ochladime na 20 °C.
(4) PCR reakce:

a. Ptipravime si PCR master mix a to pro kazdou reakci (7,5 pl dH,0, 2ul
SALSA PCR smési a 0,5 ul SALSA polymerazy). Celou smés pomoci pipety

opatrné promichdme a pti pokojové teploté priddme do zkumavek.

b. Samotna PCR reakce se sklada z 35 cykla stéidani teploty: 95 °C / 30 s, 60 °C
/30 sa72°C/60s. Cely krok je zakonCen inkubaci pii teploté¢ 72 °C po
dobu 20 min.

c. Poté vzorky nechdme zchladnout na 15 °C a muizeme je ulozit do 4 °C.
V ptipadé potieby je mozno je uskladnit na dobu del$i nez tyden do -25 °C / -
15 °C.

Cely program termocykleru pro metodu MLPA je uveden i v tabulce €. I11.
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Tab.l1l: Program termocycleru pro MLPA reakci

1. Denaturace
1. 98 °C 5 min
2. 25°C Pauza

2. Hybridizace

3. 95°C 1 min
4, 60 °C Casovy usek (16-
20h)
3. Ligace
5. 54 °C Pauza
6. 54 °C 15 min
1. 98 °C 5 min
8. 20°C Pauza

4. PCR reakce

9. 95°C 30s
35 cyklu 60 °C 30s
72 °C 60 s
10. 72 °C 20 min
11. 15°C pauza

3.4. Separace fragmentu pomoci kapilarni elektroforézy

Pomoci kapilarni elektroforézy ziskame elektroforetogram, kdy relativni vyska kazdého
piku jednotlivych sond po srovnéni s relativni vySkou piku sond riznych referenénich vzork

DNA odrazi relativni pocet kopii, ktery odpovida cilové sekvenci ve vzorku. Delece je
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znazornéna relativnim snizenim vysky piku jedné nebo vice cilovych sekvenci. A duplikace je

znazornéna naopak relativnim zvyéenim.(s)

3.5. Kontrola MLPA reakce

Kazdy SALSA MLPA kit obsahuje kontrolni fragmenty, které nam usnadnuji interpretaci
vysledkd.

3.5.1. 92 nt méritkova sonda

Jednd se o normalni sondu, kterd tvoii méfitko umoznujici porovnani s dal$imi

fragmenty kontroly kvality.®
3.5.2. D-fragmenty

88 a 96 nt dlouhy D-fragmet detekuje sekvence v mimofadné silné CpG oblasti, které
maji vysoky obsah GC a jsou tak obtizn¢ denaturovany. V ptipadé Spatné denaturace je signal
tohoto fragmentu nizky. Problém s denaturaci znaci signal < 40% 92 nt kontrolniho

fragmentu. ©2®

3.5.3. Q fragmenty

Q-fragmenty jsou dlouhé 64, 70, 76 nebo 82 nt. Pokud nastane situace, ze je v reakci
pritomno pfili§ malé mnozstvi DNA nebo se nezdati ligace, tak je tento Q- fragment vysoky.
Nedostatecné mnozstvi DNA ndm znaci to, Ze je signal vSech ¢tyf Q-fragment > 33% 92 nt

kontrolniho fragmentu.® 28

3.5.4. XaY fragmenty

Tyto fragmenty jsou dlouhé 100 a 105 nt a pouZivaji se pro kontrolu zdmény vzorku.®

3.6. Analyza dat

Pro analyzu dat jsme pouzily software Coffalyser.Net, ktery vybere nejvhodnéjsi metody
pro analyzu kazdého MLPA kitu a navic nabizi rozsdhlou kontrolu kvality. Tento software je

voln¢ dostupny na mlpa.com.
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3.7. SALSA MLPA probemixy
3.7.1. SALSA MLPA preobemix P002-D1 BRCA1

Pro detekci aberaci v genu BRCAL1 je v Nemocnici Ceské Bud&jovice a.s. pouzivan kit
SALSA MLPA probemix P002-D1 BRCAL. Informace zjistitelné timto kitem nam pomohou
urcit, zda se v daném piipadé jedna o genetickou predispozici k dédi¢né rakoviné prsu a/nebo

vajecniku (HBOC).

Pro test stimto kitem je optimalni pouzit DNA =z periferni krve. Absolutné¢ neni
doporuceno pouzivat DNA ziskanou ze vzorku oSetieného parafinem nebo formaldehydem.

r 4 W v A r v r r r s 35
Dale taky neni uréen pro vysetfeni Cerstvého nadorového materialu.®®

Vysledky deleci nebo duplikaci ziskané pomoci tohoto kitu by mély byt ovéteny pomoci
kitu SALSA MLPA probemix PO87 BRCAT1 nebo odlisné techniky. Tento test neni ur¢en jako
nastroj pro samostatné klinické rozhodnuti. Vétsina defekti v BRCA1 genu jsou totiZ bodové
mutace, z nichz vétSina nebude MLPA detekovana. Proto je doporuc¢eno MLPA testovéani

Zkombinovat se sekven¢ni analyzou.(?’s)

Tento kit obsahuje 48 MLPA sond s amplifikaénimi produkty v délce mezi 130 a 469 nt.
Dale obsahuje 38 sond pro oblast BRCAI1 gen a 10 referen¢nich sond, které detekuji oblast
mimo tuto oblast. Déle je zde alesponi jedna sonda pro kazdy exon v hlavnim BRCAI
transkriptu. Je zde pfitomno i 8 sond pro exon 11 (3426 nt), 3 sondy pro exon 13 (Casto
odstranén nebo je duplicitni), 3 sondy pro exon 24, 2 sondy pro exon 16, 1 sonda pro exon 1b
(prvni exon v piepisu varianty 1 a 5) a 2 sondy urcené k detekci sekvence lokalizované 4,6 kb
a 0,7 kb v protisméru od genu BRCA1. Dale samoziejmé tento kit obsahuje D a Q fragmenty

pro kontrolu kvality.®®

Je ocekavano, ze pomoci MLPA techniky a pouzitim tohoto kitu by se mélo vyhledat
okolo 0,5 az 25 % vSech patogennich ptestaveb v BRCAl genu. Toto ocekavani je
samoziejm¢ zavislé na typu testované populace. Diky negativnim vzorkim s mutaci a

rodinnou historii je analyticka citlivost a specifi¢nost velmi vysoka > 99%.

Vykon tohoto kitu mize byt snizen nékolika faktory: (1) SNPs (Single nucleotide
polymorhisms), nebo dalsi polymorfismy v cilové sekvenci; (2) necistoty v DNA vzorku; (3)

neuplnd DNA denaturace; (4) nedostate¢né mnozstvi DNA ve vzorku atd..®®
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3.7.2. SALSA MLPA P045 BRCA2/CHEK?2 probemix

SALSA MLPA P045 BRCA2/CHEK2 probemix je v Laboratoii molekularni biologie a

genetiky v Nemocnici Ceské Budgjovice a.s. pouZivan pro detekcei aberaci v genu BRCA2.

Gen BRCA2 nebyl doposud spojen s rakovinou ovaria a jeho aberace jsou u pacientek
mén¢ Casto diagnostikovany. Toto vSak neplati u rodin s vyskytem muzské rakoviny prsu,

v tomto piipads je frekvence diagnostiky daleko vyssi.®

Probemix P045-B3 obsahuje: (1) sondy pro vSechny exony BRCA2 genu (13q12.3); (2)
dvé sondy pro exony 1, 3, 27 a dlouhy exon 11; (3) 8 sond pro dalsi lidské geny na dalsich
chromosomech; (4) dvé sondy pro sekvence pied a po BRCA2 genu; (5) 3 sondy pro CHEK?2
gen na 22g12.1. Jedna z téchto sond bude viditelna pouze v ptipadé, ze vzorek obsahuje
CHEK2 1100delC mutaci. Pfitomnost této mutace predstavuje pro zeny i muze (10x) zvySené

riziko rakoviny prsu.®®

Pro potvrzeni vysledktl ziskanych prostfednictvim tohoto probemixu muze byt pouzit

SALSA MLPA P077 BRCA2 probemix.®

3.7.3. SALSA MLPA P070 Subtelomerese Mix 2B probemix

Pro dektekci subtelomerickych deleci je Nemocnici Ceské Bud&jovice a.s. pouzivan kit

SALSA MLPA probemix PO70 Subtelomeres Mix 2B probemix.

Tento druh kitu byl vyvinut pro detekci deleci nebo duplikaci v subtelomerickych
oblastech. Tyto abrece mohou byt pficinou vyvojového zpozdéni, dysmorphickych rysa,

dalSich vrozenych vad nebo potratu.(38)

Pro vySetfeni pomoci tohoto kitu mulZe byt pouzita: periferni krev, bukalni stér,

nekulturni amniocyty nebo choriové klky.(38)

SALSA MLPA P70 Subtelomeres Mix 2B probemix obsahuje 47 MLPA sond s produkty
amplifikace o délce mezi 121 a 490 nt z toho jsou 2 sondy pro kazdy chromosém a 1sonda
pro specifickou ¢ast chromosomu Y. 41 sond je umisténo v subtelomerickych oblastech. Neni
zde obsazena zadna sonda pro subtelomerické oblasti akrocentrickych oblasti (13, 14, 15,21 a
22), protoze pro ty je tu pfitomna zvlaStni sonda, kterd je souCdsti q ramene v blizkosti

centromery.®®
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3.7.4. SALSA MLPA P036 Subtelomeres Mix1 probemix

Pro detekci subtelomerickych deleci je Laboratofi molekularni biologie a genetiky
v Nemocnici Ceské Bud&jovice a.s. pouzivan krom ptedchoziho probemixu pouzivan i

SALSA MLPA P036 Subtelomeres Mix 1 probemix.

Tento probemix obsahuje: 47 MLPA sond s produkty amplifikace mezi 118 a 483 nt
z toho: 2 sondy pro kazdy chromosom, a 1 sonda pro specifickou ¢ast Y chromosomu. 41
sond je umisténo v subtelomerickych oblastech. Neni zde pfitomno 5 akrocentrickych
chromosomu (13, 14, 15, 21 a 22). Pro detekci téchto chromosomu je zde pfitomno q rameno
Vv blizkosti centromery. Subtelomerické sondy pro chromosom X a Y jsou stejné jako u

predchoziho probemixu shodné.®”

3.7.5. SALSA MLPA probemix P245-B1 Microdeletion Syndrome-1

Tento typ kitu od MRC-Holland je v Laboratofi molekularni biologie a genetiky
v Nemocnici Ceské Budgjovice a.s. pouzivan na vySetfeni mikrodeleénich syndromd, které

jsou pii¢inou fady nevysvétlenych ptipadti mentalni retardace.

Probemix SALSA MLPA 245 ma omezeny pocet sond pro kazdou specifickou oblast na
chromosomu a to je divod pro¢ nedetekuje vSechny mozné ptipady zahrnutych syndromd.
Napft. Prader-Williho syndrom je z 70% zptsoben velkymi delecemi v oblasti 15q, pficemz
tato oblast je detekovatelna SALSA MLPA 245, ale metyla¢ni zmény v SNRPN (Small
nucelar ribonucleoprotein polypeptide), které jsou rovnéz pii¢inou tohoto syndromu uz timto

probemixem detekovatelné nejsou. %

Tento probemix je navrzen na detekci delece nebo duplikace jedné nebo vice sekvenci
v dané chromosomalni oblasti DNA vzorku (Tab 1V.). Heterozygotni delece by méla davat o
35-50% snizenou vysku piku. Delece na X-chromosomu vede u muzi k tplné absenci sondy,

zatimco Zensky heterozygot je rozpoznatelny snizenim relativni vysky piku o 35-50%.%)
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Tab. IV: Mikrodele¢ni syndromy-1 detekované SALSA MLPA P245%)

Chromosomalni oblasti v DNA vzorku

1p36 delecni syndrom

2p16 mikrodelece

2023 mikrodelece / MBD5

2023 mikrodelece / SATB2

3029 mikrodelece

9g22.3 mikrodelce

15q24 dele¢ni syndrom

17921 mikrodelece

22013 / Phela-McDermid

Cri Du Chat syndrom, 5g15

DiGeorge syndrome 22q11

Distal 22911 oblast

DiGeorge oblast 2, 10p14

Langer-Giedion syndrom, Bq

Miller-Dieker syndrom, 17p

NF1 mikrodele¢ni syndrom

Prader-Willi / Angelman

MECP2 / Xg28 duplikace

Rubistein-Taybi syndrom

Smith-Magenis syndrom
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Sotos syndrom 5935.3

Williams syndrom

Wolf-Hirschhorn 4p16.3
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3.8. Cile prace

Cilem této prace bylo piedstavit metodu MLPA jako jednu z mnoha diagnostickych
moznosti v Iékafské genetice. Srovnat ji S ostatnimi metodami detekujici nebalancované

zmény genomu. Vyhodnotit vysledky pomoci analyza¢nich softward.
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3.9. Hypotéza

Domnivam se, ze tato metoda je schopna plnit své cile v diagnostice
nebalancovanych zmén genomu, pro jejiz ucely byla vyvinuta. Dale si myslim, Ze je

tato metoda Siroce vyuzivana Vv 1ékatské genetice.
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4. Vysledky

V ramci praktické ¢asti této prace jsem pod vedenim svého Skolitele Mgr. Ondrfeje
Scheinosta kviili optimalizaci metody provedla desitky MLPA testli. Pomérné dlouhou dobu
nam trvalo, nez se podafilo odstranit chyby, které mély za nasledek neinterpretovatelné
vysledky. Nami ziskané vysledky jsou zobrazeny na obrazcich 1-6. Dale jsme se zabyvali
srovnanim metody MLPA a Array CGH. Jednotlivé body srovnani jsou uvedeny v tabulce
(Tab V).

Na obrazku ¢.5je vyobrazen vysledek kapilarni elektroforézy pied zanalyzovdnim pomoci
Coffalyse.Net. Vzorek byl testovan na pfitomnost mikrodele¢nich syndromt za pouziti kitu
SALSA MLPA 245 Microdeletion Syndrome (MRC-Holland). Na ose Y je znazornéna
relativni fluorescence a na ose X délka fragment (pocet nukleotidli). Nazvy jednotlivych

detekovanych lokust jsou uvedeny u pika.
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Obr. 5: Vysledky kapilarni elektroforézy u pacienta vySetfovaného na piitomnost

mikrodele¢nich syndromd.
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kit SALSA MLPA 245 Microdeletion Syndrome (MRC-Holland). Osa X n
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Microdeletion Syndrome (MRC-Holland)

Obr. 6: Fyziologicky stav — pacient bez mikrodeleci prokazatelnych SALSA MLPA 245
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dnotlivych chromosomech.
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Na obrazku ¢. 7 je vidét chybny vysledek MLPA reakce. Jednotlivé a zcela rozdilné
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relativni fluorescence u vysetiovaného a referen¢niho vzorku; (2) nazvy detekovanych lokusii

lokusy totiz vykazuji aberantni pomér fluorescenci. Na tento test byl pouzit kit SALSA
MLPA 245 Microdeletion Syndrome (MRC-Holland). Na ose Y je vyobrazen (1) pomér

ana ose X je zobrazeno umist

¢nich syndromi.
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SALSA MLPA P245 Microdeletion Syndrome (MRC-Holland). Osa-X
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(1) pomér relativni fluorescence u

lokust na jednotlivych chromosomech. Osa Y

vySetiovaného a referen¢niho vzorku; (2) nazvy detekovanych lokusu.
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Obr. 8: Mikrodelece v oblasti 4p.
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Na obrazku ¢. 9 je zobrazen vysledek stejného pacienta jako na obr. 8. Tento vysledek je
vSak pro porovnani ziskan pomoci Array CGH. Delece v oblasti 4p16.3 o velikosti 1,3 Mb a
rozsahu 99 sond byla zjisténa pomoci AgilentSurePrint G3 Human CGH 180K Array.
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Obr. 9: Delece 4p16.3 zjisténa pomoci Array CGH.
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Na obrazku ¢. 10 je zobrazen fyziologicky stav v genu BRCA1. Na detekci aberaci u
tohoto genu byl pouzit kit SALSA MLPA P002 BRCA1 (MRC-Holland). Osa X zobrazuje

dnotlivych chromosomech — pro BRCA 1 chromosom 17 —

U na je

testovanych lokust

téni

r

umis

4

modra oblast, kontrolni lokusy z jinych ¢asti genomu — Seda oblast. Na ose Y je znazornén (1)

ovan¢ho a referen¢niho vzorku; (2) ndzvy detekovanych

f

lativni fluorescence u vyset

pomér re

lokusu.
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Obr. 10: Fyziologicky stav v genu BRCA1.
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Na obrazku ¢. 11 je patrna delece exont 21 a 22 genu BRCA 1. Opét byl u tohoto genu
pouzit kit: SALSA MLPA P002 BRCA1 (MRC-Holland). Na Ose X je umisténi testovanych
lokust jednotlivych chromosomii pro BRCA1 (chromosom 17) modra oblast a kontrolni
lokusy zjinych casti genomu — Seda oblast. Osa-Y znazorfuje: (1) pomér relativni

fluorescence u vySetfovaného a referencniho vzorku; (2) ndzvy detekovanych useku.
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Obr. 11: Delece exont 21 a 22 genu BRCAL.

Ackoli je k analyze dat mozno vyuzit fadu softwart, tak my jsme vyuzily Coffalyser.Net,

protoze je firmou MRC-Holland doporuc¢ovana a také je volné ptistupny.
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5. Diskuse

Cilem mé prace bylo porovnani metody MLPA s ostatnimi diagnostickymi metodami,
které jsou v lékarské genetice vyuzivany pro urCeni nebalancovanych zmén genomu.
Vysledky pro mou bakalaiskou praci jsem ziskala z databdze Nemocnice Ceské Bud&jovice
a.s. U ziskavani nékterych vysledkii jsem byla pfitomna a osobné je pod odbornym dohledem

provedla.

Moji hypotézu, ze je tato metoda Siroce pouzivana se mi po prizkumu odbornych

publikaci podaftilo potvrdit.

FISH spolu jest¢ s STRs (Short tandem repeat) porovnava s MLPA ve svém clanku
Fenrandéz L.. Do této studie bylo zahrnuto 30 pacienti s deleénim syndromem 22ql1.2.
Tento dele¢ni syndrom byl bézné diagnostikovan uzitim metody Fluorescence in Situ
hybridization (FISH) s uzitim bézn¢ dostupnych sond. Chromosomalni bodové zlomy a mista
delece byly nasledné charakterizovany pomoci short tandem repeat (STR) segregacniho testu
nebo pomoci metody FISH spouzitim dalsich sond. MLPA metodou bylo shodné
diagnostikovano vsech 30 pacientt, kteti byli predtim diagnostikovani pomoci FISH a STR,
krom toho bylo pomoci MLPA metody urc¢eno dalSich sedm pacientti, ktefi STR analyzou

diagnostikovani nebyli.(16)

My jsme provedli srovnani MPLA s metodou Array CGH viz obr. 8 a 9. a jejich

vzajemné vlastnosti jsme shrnuli pro porovnani do tabulky V.
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Tab. V:Shrnuti vlastnosti MLPA a Array CGH

MLPA Array CGH
Technologie multiplex PCR ve zkumavce | multiplex hybridizace k DNA na
+ kapilarni elektroforéza nosici
Pouziti nebalancované piestavby nebalancované prestavby
Velikost 50-70 nukleotida 60 nukleotidi
detekovanych
sekvenci
v multiplexu
Velikost do 60 nt 40.000 — 3.000.000 nt
detekované
sekvence
spolehlivost aberantni vysledek jednoho | aberantni vysledek jednoho

lokusu je vyznamny

(doporuceno ovéfit)

lokusu neni vyznamny,
vyznamna je vEtsi oblast
nékolika sousedicich lokust

(statistické hodnoceni)

Detekovana oblast

vybrané¢ tuseky genomu (1

cely genom, vybrané oblasti

gen, vybrané sekvence - | (napf. vrozené choroby,
napt.mikrodele¢ni syndromy | onkogeny...)
apod.)

Cena reagencii stovky K¢ tisice K¢

Madrigal ve své studii doporucuje aby MLPA metoda byla pouzivana jako prvni pro

detekci duplikaci a deleci u na X-vazané mentalni retardace. Do své studie zahrnul 80

pacientll (muzil) u kterych bylo podezieni na tento typ postizeni. Ve vysledku byly u 4

pacientil (5%) zjistény zmény v poctu chromosomu.
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Vyhodami MLPA je, Ze ji mizeme pouzit k riznym testim a jedinym rozdilem mezi
nimi je mix sond. Jinak jsou vSechny reagencie stejné. Jedna reakce je schopna nam
poskytnout informace az o 50 vzorcich, které je mozno testovat soucasné a piesto se jedna o
relativné levnou a snadnou vyzkumnou techniku. Vysledky ziskané touto metodou jsou
snadno reprodukovatelné a nejsou zavislé na mnozstvi vzorku, kterého je potfeba pouze 20 ng
DNA. MLPA je schopna rozpoznat rozdil v jednom nukleotidu a je schopna detekovat malé
rozdily v poctu kopii. Dokonce detekuje sekvence jen o 60 nukleotidech a mize tak detekovat

i delece a duplikace v jednom exonu.®

A naopak nevyhodou MLPA je, ze se jedna o velmi na necistoty citlivou metodu, které
pro béznou PCR nejsou piekazkou. Ale pokud nastane néjaka chyba souvisejici s necistotami
ve vzorku, tak je to velmi snadno zjistitelné. Piestoze je MLPA na necistoty citliva, tak
dokéze dobré vysledky ziskat i z DNA extrahované s formaldehydem oSetfeného vzorku nebo
zalitého do parafinu. Oproti FISH se nedda MLPA pouzit Kk vySetfeni jednotlivych bunék.
MLPA totiz DNA analyzuje z mixu bunék a dava tak primérny pocet kopii na buiiku.
V piipad¢ analyzy nadoru je obtizné detekovat delece danych genti, pokud vzorek, z n¢hoz

byla DNA extrahovana, obsahuje méné nez 50% rakovinnych bungk.™

Porovnani MLPA s ostatnima metodami je vyobrazeno na Obr. 12.

100 Mbp

Karyotypovani
SKY
10 Mbp M-E] EF?\ Rt - S
1 Mbp L ey | -
V FISH - 2
100 Kbp |
p— ﬁSTS Marker i3
1TKbp e e e I s
100bp | ﬁ i d S gl # -
10 bp DNA
{} sekvenovani ]:I .
1 bp

Obr. 12: Porovnani MLPA metody z pohledu citlivosti detekce zmeén s ostatnimi

metodami ©Y
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6. Zavér

Celkem bylo provedeno né€kolik desitek testl jen pro normalizaci dat a pro odstranéni
chyb, které nam zptsobovali chybné vysledky. Interpretovatelné vysledky jsme porovnali
s Array CGH a prokéazalo se, ze metoda MLPA ma své nezastupitelné misto v klinické
diagnostice. Vhodné dopliiuje metody, které jsou zaméfeny na sekvenéni zmény genomu a
detekci nebalancovanych zmén rizného rozsahu. Obé tyto metody lze pouzit pro detekci

nebalancovanych zmén.
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